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Vollst�ndige Umkehrung der Enantioselektivit�t gegen acetylierte
terti�re Alkohole durch eine Doppelmutation in einer Esterase aus
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Zur Synthese enantiomerenreiner Verbindungen werden
h�ufig Biokatalysatoren eingesetzt, da diese wegen ihrer
hohen Chemo-, Regio- und Stereoselektivit�t der chemischen
Katalyse oft !berlegen sind;[1] allerdings zeigen dieWildtypen
(WTs) der Enzyme oft keine breite Substratspezifit�t in
Kombination mit einer ausreichend hohen Selektivit�t. Diese
Einschr�nkungen k.nnen durch rationales Proteindesign
oder gerichtete Evolution beseitigt werden. Oft ließ sich die
Enantioselektivit�t durch diese Methoden steigern, eine
Umkehrung der Enantioselektivit�t gelang aber nur in Aus-
nahmef�llen.[2] Interessant f!r die Synthese sind nur E-Werte
> 50 – eine Schwelle, die nur schwer zu !berwinden ist, wenn
man von einem Enzym mit entgegengesetzter Enantioselek-
tivit�t ausgeht. Beispielsweise �nderten May et al. eine d-se-
lektive Hydantoinase in eine l-selektive Variante, mit der
allerdings nur 20% ee erreicht werden konnten,[2d] und Zha
et al.[2e] invertierten die Enantioselektivit�t einer Lipase aus
Ps. aeruginosa bis zu E= 30. Zudem k.nnen die Varianten
deutlich an katalytischer Aktivit�t einb!ßen, wie dies f!r eine
Arylmalonat-Decarboxylase mit invertierter Enantioselekti-
vit�t beschrieben wurde.[3] Daher z�hlt die Umkehrung der
Enantiopr�ferenz immer noch zu den anspruchsvollsten
Aufgaben des Proteindesigns.

Eine Esterase von Bacillus subtilis (BS2) wurde den
GGG(A)X-Hydrolasen zugeordnet[4] und zeigt dementspre-
chend Aktivit�t gegen!ber Estern terti�rer Alkohole. Este-
rasen, die das h�ufigere GX-Motiv in der Oxyaniontasche
enthalten, sind hingegen wegen ihres kleineren aktiven Zen-
trums nicht gegen diese sterisch recht anspruchsvollen Ester
aktiv. Mit den Mutanten G105A und E188D wurden zwei
Varianten mit exzellenter R-Enantioselektivit�t (E> 100)
gegen den Ester 1 hergestellt, w�hrend der Wildtyp eine
Enantioselektivit�t von ER= 42 aufweist.[5] Optisch aktive
terti�re Alkohole sind wichtige Bausteine f!r die organische
Synthese[6] und wurden k!rzlich zur Herstellung eines oral
aktiven A2A-Rezeptorantagonisten in einem Maus-Katalep-
siemodell verwendet.[7] Dar!ber hinaus sind fluorierte optisch
aktive Alkohole von großem Interesse, da sie in ferroelek-

trischen Fl!ssigkristallen und Wirkstoffen Verwendung
finden k.nnen.[8]

Auf der Basis einer vorangegangenen Studie zum ratio-
nalen Proteindesign[5a] berichten wir hier !ber die Strategie
einer fokussierten gerichteten Evolution zur Inversion der
Enantioselektivit�t der Esterase BS2 gegen acetylierte ter-
ti�re Alkohole (Schema 1).

Durch Computer-Modeling identifizierten wir k!rzlich[5a]

den Rest E188, der einen starken Einfluss auf die Enantio-

selektivit�t der Esterase BS2 gegen acetylierte terti�re Al-
kohole aus!bt: W�hrend die Mutante E188D einen E-Wert
von ER> 100 f!r 1 aufwies, zeigte die Mutante E188F eine
umgekehrte Enantiopr�ferenz (ES= 3). Diese Beobachtung
veranlasste uns, eine fokussierte gerichtete Evolution, basie-
rend auf S�ttigungsmutagenese in Anlehnung an die von
Reetz und Mitarbeitern entwickelte CASTing-Methode,[9]

durchzuf!hren. Anhand der Kristallstruktur der hochhomo-
logen BsubpNBE-Esterase (pdb-Eintrag: 1QE3[10]) wurden
die drei benachbarten Aminos�uren E188, A190 und M193
als Ziele ausgesucht, da diese sowohl in das aktive Zentrum
zeigen als auch um die katalytische Triade angeordnet sind.
Anschließend wurde durch gleichzeitige S�ttigungsmutage-
nese an diesen drei Positionen unter Verwendung degene-
rierter, NNK-Codons tragender Primer eine fokussierte Bi-
bliothek hergestellt, was theoretisch zu 203= 8000 Varianten
f!hrt.

Schema 1. Die kinetische Racematspaltung von rac-1 mit Esterase-
Wildtyp von Bacillus subtilis (BS2) und mit der Einfachmutante E188D
f*hrt zum R-Alkohol (oben), w0hrend mit der Doppelmutante E188W/
M193C der S-Alkohol gebildet wird (unten).
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Die resultierende Bibliothek von 2800 Mutanten wurde
zun�chst einem Vortest auf Agarplatten unterzogen, in dem
nur ca. 40% aller Klone noch Esteraseaktivit�t zeigten. Um
ein effizientes Hochdurchsatz-Screening der verbliebenen
Mutanten zu erm.glichen, wurde ein schon fr!her entwi-
ckelter spektrophotometrischer Assay angewendet, der auf
der Quantifizierung der entstehenden Essigs�ure beruht, die
durch ein Multienzymsystem zu NADH umgesetzt wird.[11]

Durch Einsatz von enantiomerenreinem (S)-1 oder (R)-1 in
separaten Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurde die
scheinbare Enantioselektivit�t Eapp von ca. 1100 Klonen be-
stimmt. Als beste Mutante stellte sich die Doppelmutante
E188W/M193C heraus, die eine inverse Enantioselektivit�t
(ES= 64) f!r 1 aufwies, was auch durch eine Racematspaltung
im pr�parativen Maßstab best�tigt wurde. Dar!ber hinaus
zeigte dieMutante eine immer noch befriedigende spezifische
Aktivit�t gegen para-Nitrophenylacetat (pNPA; 46.5 Umg�1;
14% derWT-Aktivit�t). Somit konnte die Enantioselektivit�t
f!r 1 von ER> 100 (E188D) auf ES= 64 umgekehrt werden.

Anschließend wurden die beiden Einzelmutanten herge-
stellt, um zu bestimmen, welche Mutationen zu der be-
tr�chtlichen Umkehrung der Enantioselektivit�t beitragen.
Dabei stellte sich heraus, dass nur die Doppelmutante hoch S-
selektiv war: E188W zeigte m�ßige S-Enantioselektivit�t
(ES= 26) und eine sehr geringe Aktivit�t, wohingegenM193C
immer noch eine R-Pr�ferenz mit ER= 16 aufwies, aber WT-
�hnliche Aktivit�t hatte. Daraus folgt, dass es nur durch die
gleichzeitige S�ttigungsmutagenese m.glich war, eine Este-
rase-Variante herzustellen, die eine invertierte und pr�parativ
n!tzliche Enantioselektivit�t und Aktivit�t aufweist.

Um die molekularen Grundlagen der Inversion der
Enantiopr�ferenz zu verstehen, f!hrten wir Molek!ldyna-
miksimulationen des ersten tetraedrischen Lbergangszu-
standes (TI1) in der Esterase BS2 durch. ImWT konnten drei
sterisch m.gliche Orientierungen f!r jedes Enantiomer
identifiziert werden. Da die verschiedenen Orientierungen
keine Unterschiede in der Stabilit�t zeigten, nahmen wir an,
dass TI1 nicht die Enantioselektivit�t bestimmt. Eine �hnli-
che Beobachtung wurde bereits f!r die GGG(A)X-Hydrolase
C.-rugosa-Lipase beschrieben.[12] Alternativ wurden automa-
tisierte Docking-Experimente durchgef!hrt, die eine einzige
produktive Orientierung f!r jedes Enantiomer von 1 im ak-
tiven Zentrum des BS2-WT lieferten. Die beobachtete R-
Pr�ferenz des WT l�sst sich dadurch erkl�ren, dass das R-
Enantiomer eine niedrigere Energie aufweist (�4.31 kcal
mol�1) als das S-Enantiomer (�3.92 kcalmol�1). Zus�tzlich
stimmten die Orientierungen bei erfolgreichem Docking der
beiden Enantiomere von 1 exakt mit je einer der zuvor von
uns in Molek!ldynamiksimulationen beobachteten Orientie-
rungen !berein.

Docking-Experimente mit einem Modell der Doppel-
mutante E188W/M193C zeigten, dass die Substitution von
Glu188 zu Trp eine sterische Abstoßung des bevorzugten R-
Enantiomers von 1 im WT verursacht, was zu einem S-se-
lektiven Enzym f!hrt (Abbildung 1). Dar!ber hinaus konnte
keine produktive Orientierung f!r das R-Enantiomer von 1 in
der Doppelmutante identifiziert werden. Das S-Enantiomer
zeigte die gleiche produktive Orientierung wie das S-Enan-
tiomer im WT, aber bei niedrigerer freier Energie als beim

Wildtyp. Der synergistische Effekt von M193C kann bislang
nicht erkl�rt werden, er scheint aber die bevorzugte S-Ori-
entierung zu stabilisieren.

Die Doppelmutante hat auch ein breiteres Substratspek-
trum als das Wildtypenzym (Schema 2). Wir hatten bereits
vom Einfluss der Mutationen E188D und G105A auf die
Substratspezifit�t von BS2 berichtet[13] und fanden nahezu
keine Aktivit�t gegen die Substrate 5 und 6. Substrat 4 wurde
nur von der G105A-Mutante umgesetzt. Mit der Doppelmu-
tante E188W/M193C war es nun m.glich, alle Substrate 1–6
mit entgegengesetzter Enantioselektivit�t im Vergleich zu
E188D und G105A umzusetzen (Tabelle 1). 7 und 8 konnten
bisher von keiner Variante umgesetzt werden. Die Doppel-
mutante zeigte hingegen hohe Enantioselektivit�t f!r 5 sowie
gute Enantioselektivit�t f!r 6 und ist somit das erste bekannte
Enzym, dass gegen diese Substrate aktiv ist.

Die Erweiterung des Substratspektrums durch Austausch
des Glutamatrestes an Position 188 gegen Tryptophan kann
auch mithilfe eines Computermodells erkl�rt werden: Die

Abbildung 1. A) Vergleich der aktiven Zentren des BS2-WT und der
Doppelmutante. Aminos0uren des WT (E188/M193) sind rot, die der
Doppelmutante (W188/M193) blau hervorgehoben. B) Vergleich der
bevorzugten Orientierungen von (R)-1 (blau) und (S)-1 (rot), gedockt
ins aktive Zentrum des BS2-WT. C) (S)-1 im aktiven Zentrum der Dop-
pelmutante E188W/M193C. D) Vergleich der bevorzugten Orientierun-
gen von (S)-1 (blau) und dem *berlagerten (R)-1 (rot) in E188W/
M193C. Phenylbindungstasche: orange; Ethinylbindungstasche: blau;
Trifluorbindungstasche: gelb; Oxyanionloch: schwarz; katalytische
Triade: gr*n.
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Phenylgruppe des S-Enantiomers zeigt aus dem aktiven
Zentrum heraus (Abbildung 1B), was dort eine gr.ßere Va-
riabilit�t erm.glicht. Die Phenylgruppe des R-Enantiomers
hingegen zeigt in die Phenyl-Bindungstasche des WT, und
daher ist die Gr.ße der Substituenten beschr�nkt. In allen
F�llen ist die Trifluormethylgruppe in Richtung des His399-
Restes der katalytischen Triade orientiert.

Die durch fokussierte gerichtete Evolution erzeugte,
hochenantioselektive Doppelmutante E188W/M193C der
BS2-Esterase weist eine Enantiopr�ferenz auf, die derjenigen
des WTund der hochselektivenMutanten E188D und G105A
entgegengesetzt ist. Diese Befunde konnten mithilfe von
Docking-Experimenten erkl�rt werden. Eine Untersuchung
des Substratspektrums der Doppelmutante vertiefte das
Verst�ndnis der molekularen Grundlagen der Enantioselek-
tivit�t der BS2-Esterase f!r acetylierte terti�re Alkohole.
Zus�tzlich verdeutlichen diese Arbeiten die bedeutende
Rolle der Position Glu188 in BS2: Sie ist ausschlaggebend f!r
die promiskuitive Amidaseaktivit�t[14] sowie insbesondere f!r

Pr�ferenz und Ausmaß der Enantioselektivit�t. Dies wird
offensichtlich, wenn die Gr.ße der Aminos�uren an der Po-
sition 188 schrittweise von Asp zu Trp vergr.ßert wird, was zu
einer stetigen Ver�nderung der Enantioselektivit�t und
-pr�ferenz der BS2 f!hrt (Schema 3).

Experimentelles
Terti�re Alkohole wurden wie zuvor beschrieben[13] aus den kom-
merziell verf!gbaren Ketonen hergestellt. Die Aktivit�ten von BS2-
WT und der Doppelmutante wurden durch Hydrolyse von para-Ni-
trophenylacetat ermittelt (1 U= 1 mmolmin�1). Die spezifische Ak-
tivit�t der aufgereinigten Enzyme wurde zu 333 Umg�1 (WT) und
46.5 Umg�1 (Doppelmutante E188W/M193C) bestimmt. Die pr�pa-
rativen Biokatalysen zur Gewinnung von (S)-1 und (R)-1a wurden
wie bereits beschrieben[13] unter Verwendung von 500 mg 1 und
1500 U der BS2-Mutante G105A durchgef!hrt. Der Alkohol (R)-1a
wurde anschließend mit Acetylchlorid acetyliert. Die Mutantenbi-
bliothek wurde durch positionsgerichtete Mutagenese unter Ver-
wendung degenerierter Primer mit NNK-Codons hergestellt. F!r die
Overlay-Agar-Aktivit�tsf�rbung wurde die Mutantenbibliothek auf
Agarplatten (versetzt mit Luria-Bertani(LB)-Medium, Ampicillin
und Rhamnose) !bertragen und nach Inkubation bei 37 8C 5 h durch
eine Agar-Agar-L.sung mit Fast Red und a-Naphthylacetat !ber-
schichtet. Aktive Klone, die eine Rotf�rbung zeigen, wurden in Mi-
krotiterplatten (MTPs) transferiert, kultiviert, exprimiert und an-
schließend durch Lysepuffer aufgeschlossen. Der Acetat-Assay
wurde wie beschrieben[13] durchgef!hrt, mit der Abweichung, dass die
Substrate (R)-1 und (S)-1 (1 mm, gel.st in DMSO, 10% v/v) zun�chst
im Kit-Puffer gel.st wurden und anschließend die weiteren Kit-
Komponenten hinzugef!gt wurden. Zu 170 mL Acetat-Assay-Kit-
L.sung mit enthaltenem Substrat wurden 20 mL der l.slichen Frak-
tion der aufgeschlossenen Zellen hinzugef!gt. Die Absorption wurde
bei 340 nm !ber 30 min gemessen. Die scheinbaren E-Werte Eapp
wurden aus der Steigung der Geraden berechnet, die aus der Auf-
tragung der NADH-Konzentration gegen die Zeit resultiert. Bioka-
talysen im analytischen und pr�parativen Maßstab sowie GC-Ana-
lysen wurden wie beschrieben durchgef!hrt.[11] Pr�parative Reaktio-
nen unter Einsatz von 700 U BS2 E188W/M193C mit 125 mg 1 er-
gaben 30% (R)-1 (64% ee) und 17% (S)-1a (94% ee) bei ES= 59
und C= 41%. 3600 U E188W/M193C wurden f!r die kinetische
Racematspaltung von 200 mg 6 verwendet und f!hrten zu 41% 6
(58% ee) und 33% 6a (92% ee) bei E= 48 und C= 39%.

Die Molek!ldynamikstudien erfolgten in einer periodischen
Wasserbox mit der YASARA-Software (Version 7.4.22) und dem

Schema 2. Die verwendeten Acetate der terti0ren Alkohole 1–8.

Tabelle 1: Eigenschaften von E188W/M193C bei der kinetischen Race-
matspaltung von 1–8.

eeS
[a] [%] eep

[a] [%] C[b] [%] E[c]

1 67 93 42 64
2 68 93 42 53
3 63 94 40 65
4 91 99 48 >100
5 58 98 37 >100
6 29 89 24 23
7 n.b.[d] n.b.[d] <1 n.b.[d]

8 n.b.[d] n.b.[d] <2 n.b.[d]

[a] Durch GC-Analyse an chiraler S0ule bestimmt. [b] Umsatz; 200-U-
BS2-Doppelmutante, bestimmt nach 20 min. [c] Berechnet aus eeS und
eeP. [d] Nicht bestimmt.

Schema 3. Einfluss des Restes 188 auf die Enantioselektivit0t und -pr0-
ferenz der BS2. Kleine Reste f*hren zu einer R-, große zu einer S-Pr0fe-
renz. E-Werte f*r E188D und E188F wurden bereits verJffentlicht.[5a]
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AMBER99-Kraftfeld unter Verwendung langreichweitiger elektro-
statischer Kr�fte mit einem „Cut-Off“ bei 7.86 Q (Particle-Mesh-
Ewald).[15] Das Kraftfeld der Substrate wurde durch AutoSMILES-
Kraftfeldrechnungen zugewiesen.[16] Nachdem das L.sungsmittel
hinzugef!gt und die Zelle neutralisiert worden war sowie die pKS-
Werte vorhergesagt worden waren,[17] folgten 500-ps-Simulationen
bei 35 8C, pH 7 und einer Wasserdichte von 0.997 gL�1. Jeder Simu-
lationsschritt enthielt je einen 1.25-fs-Schritt f!r inter- und intramo-
lekulare Kr�fte.

Die Docking-Experimente wurden mit AutoDock4[18] und Auto-
Grid4 in Kombination mit den AutoDock-Tools[19] durchgef!hrt. Im
ersten Schritt wurde eine Gitterbox definiert (45 S 45S 45 Punkte mit
einem Gitterabstand von 0.375 Q), die den Raum f!r das Docking-
Experiment vorgibt. Die Box wurde auf das katalytische Ser189
zentriert. Im zweiten Schritt wurde der Larmarcksche genetische
Algorithmus mit maximal 15 Mio. Energieberechungen und maximal
2700 Generationen verwendet. Es wurden 100 unabh�ngige Berech-
nungen durchgef!hrt, jeweils beginnend mit einer Population von 150
Individuen. Drei der f!nf m.glichen Torsionswinkel der Substrate
waren mit 208/Schritt aktiv. Alle anderen Einstellungen entsprachen
den Voreinstellungen des Programms.

Eingegangen am 5. Oktober 2007
Online ver.ffentlicht am 18. Januar 2008
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